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IASLC: International Association of Lung Cancer 
ATS: American Thoracic Society 
ERS: European Respiratory Society 
CEA: carcinoembryonic antigen 
AFP: alpha fetoprotein 
SOX2: SRY (Sex Determining Region Y)-Box 2 
DDAH2: Dimethylarginine Dimethylaminohydrolase 2 
ISH: in situ hybridization 
DFS: Disease Free Survival 
eNOS: endothelial Nitric Oxide synthase 
NO: Nitric Oxide 
ADMA: Asymmetric Dimethylarginine 
VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor 
HIF: Hypoxia Inducible Factor 
TGF-β: Transforming Growth Factor-β 
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DDAH2 (Dimethylarginine Dimethylaminohydrolase 2)を認識していることを明らかに





















おいては肺癌の 70％近くが腺癌であり年々増加している[1, 2]。 
近年、IASLC/ATS/ERSにより新たな肺腺癌の組織分類が提唱された（表１）[3]。この新
分類ではいくつかの新しい概念が盛り込まれている。そのひとつは上皮内癌
(adenocarcinoma in situ: AIS)の概念である。AISでは既存の肺胞構造を置換するように腫
瘍細胞が増殖し(lepidic growth pattern)、浸潤病変を含まないものとされている。これは野
口分類のtype AおよびBに相当し、術後の5年生存率も100%という極めて予後良好な組織型




















































7 週齢と 13 週齢のミニブタ胎児（鹿児島県ジャパンファームクラウン研究所）の肺を摘
出し OCT コンパウンド（Sakura Finetek Japan Co. Ltd. Tokyo）に包埋し、アセトンドラ
イアイスで凍結後-80℃で保存した。ブタ成体肺（茨城協同食肉株式会社、茨城）は 1 cm×
1 cm 片で 2 mm 厚に細切りし、同様に凍結保存した。 
 
3.2 抗原タンパクの抽出と精製 
凍結材料である 7 週齢のブタ胎児肺 2.0 mg と、13 週齢のブタ胎児肺 7.5 mg に T-PER 
Tissue Protein Extraction Reagent(PIERCE, Rockford, IL)10 ml、Protease inhibitor 
cocktail(Sigma-Aldrich Co.) 10 μl を加え、ポリトロンホモジナイザー(KINEMATICA  
AG, Lucerne, CH)で砕いて蛋白を抽出した。得られた蛋白溶液を遠心（10,000 rpm, 4℃ 5
分）し上清を回収した。これに 4 倍量の冷アセトンを加え、-80℃で 1 時間静置し蛋白質を
沈殿させた後、再び遠心（10,000 G, 4℃ 5 分）し、沈殿した蛋白質を PBS(phosphate buffer 






BALB/c 雌マウス（CLEA Japan Inc. Osaka）4 週齢を購入し、1 週間環境に順応させた。
免疫原 50 mg(500 μl）を、5 週齢の時点でマウスの腹腔内に注入しに免疫した。2 週間後
に免疫原 15 mg(150 μl）を同様に免疫した。さらに 2 週間後、3 回目の免疫を 2 回目と同
様に行った。1 週間後に抗体価の判定を行った。 
マウス由来のミエローマ細胞（Sp2/0）は筑波大学大学院人間総合科学研究科、免疫学グ
ループ（渋谷彰教授）から供与して頂いた。DMEM 培地(Sigma-Aldrich St. Louis, MO)500 
ml に 10 ％非動化ウシ胎児血清を添加し、 Sodium Pyruvate, HEPES, NEAA, 
PSG(Sigma-Aldrich)を各 5 ml、2 メルカプトエタノール(Sigma-Aldrich)を PBS で 100 倍
希釈したものを 150 μl 添加して、フラスコ中で、37℃・10％CO2 インキュベータ内で培
養した。 
 抗体価判定による抗体産生の確認を行った翌日、最終免疫として免疫原 15 mg(150μl）
をマウスの腹腔に免疫した。3 日後、免疫したマウスから脾臓を摘出してリンパ球を回収し、
マウスミエローマ細胞と 5:1 の割合で PEG(Sigma-Aldrich)を用いて融合させた。DMEM
に HT Media Supplement (50×) Hybri-Max(Sigma-Aldrich)を添加した HT 培地で一晩培
養し、翌日からメチルセルロース HAT 選択培地である Clona Cell®-HY medium 




ではコロニーを形成するため、1 つのコロニーを 1 クローンとして、1 コロニーずつ回収し
96 ウェルプレート(CORNING, Lowell, MA)に移して、ハイブリドーマ増殖培地の Clona 








続いて二次抗体 (EnVision kit: Dako)を室温、 30 分間で反応させた。発色には











 2002 年から 2013 年にかけて筑波大学附属病院呼吸器外科で手術が行われ組織学的に腺
癌と診断された 133 例を対象とした。全症例で術前にインフォームドコンセントが行われ
包括同意を得た。肺腺癌の組織分類は WHO 分類第 4 版に基づき、病期は UICC TNM 分
類第 7 版に従った[9]。各患者の臨床情報は診療録を参照した。133 例の臨床病理学的背景
を表 2 に示す。 
 
3.6 ハイブリドーマ培養上清を用いた DDAH2 免疫染色と eNOS、CD31 免疫染色 
 10%ホルマリン固定パラフィン包埋標本より 3μm の切片を作製した、キシレンおよびア
ルコールにて脱パラフィンを行った後、内因性ペルオキシダーゼのブロックは 10%過酸化
水素水を用いて室温にて遮光下で 30 分間反応させた。抗原の賦活化は pH6.0 のクエン酸液
を用いて 121℃、15 分のオートクレーブを行った。DDAH2 を検出する培養上清を一次抗
体として用いて室温、60 分の条件で反応させた後、二次抗体(EnVision kit: Dako Tokyo 
Japan)を用いて室温、30 分間で反応させた。可視化は DAB 液を用い、核染は hematoxylin
で行い、水洗、脱水を行い封入した。また eNOS と CD31 の免疫染色については、それぞ
れ市販の一次抗体（抗 eNOS 抗体：ab5589, abcam, Cambridge, UK, 1：75 希釈で使用、抗







性症例においては、対物 40 倍で 10 視野評価してコントロールよりも強い領域が 30％（３
視野）以上認められた場合を強陽性、30％未満であった場合を弱陽性と定義した。 
 
3.7 In situ hybridization 
 最初に Primer 3 および GeneBank データベース(NM013974.1)のウェブサイトを利用し
て T7 プロモータープライマーのデザインを行った。詳細を下記に示す。 
Forward, 5’-CTTAATACGACTCACTATAGGGCTGCTAGAACTGCCACCTGAG-3’ 
Reverse, 5’-CTTAATACGACTCACTATAGGGGGCTTTGCGGACTCCATCG-3’ 
このプライマーを用いて RT-PCR 法にて DDAH2 mRNA の増幅を行った後に DIG RNA 
Labeling Kit を用いてハイブリダイゼーションのための 186 塩基対の cRNA プローブを作
製した。 
ハイブリダイゼーションはセンスもしくはアンチセンスプローブを 0.6μg/ml の濃度で
混ぜたDAKO mRNA in situ hybridization Solutionを用いて50℃、16時間で反応させた。
その後ウサギ抗 DIG 抗体 (Dako)で反応させ、シグナル増幅には GenPointTM Tyramide 
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 手術的に切除された肺検体からのタンパクの抽出は T-PER (Piece)を用いて行った。
DDAH2 のウエスタンブロットでは、まず 95℃、5 分間の熱変性を施行した後に SDS-PAGE
を施行し、Life Technology社(Tokyo, Japan)の iBlot™ Gel Transfer Systemを用いてPVDF
膜へ転写した。続いて Superblock in TBS (Thermo Scientific, Rockford, IL)を用いて室温
1 時間でブロッキングを施行した後、得られた抗 DDAH2 抗体を 2μg/ml の濃度に希釈し
一次抗体として用いた。一次抗体は 4℃、overnight の反応を行った。続く二次抗体反応は
HRP-conjugated anti-mouse Igs (Thermo Scientic)を用いて室温で 1時間の反応を行った。
検出液は Supersignal West Dura (Thermo Scientific)を用いてエックス線フィルムに感光
した。 eNOS のウエスタンブロックにおいては、ブロッキングまでの行程は上記と同じで
行った。一次抗体は abcam 社の抗 eNOS 抗体(ab5589)を 1：1000 希釈で用いて 4℃ 
overnight で反応させた。二次抗体反応は DDAH2 と同じで条件で行い、検出液は
Supersignal West Femto (Thermo Scientific)を用いてエックス線フィルムに感光した。得






シ胎児血清を添加した Ham’s F-12K Medium (Life Technologies)を使用し、コラーゲンコ
ート 6 ウェルプレートを用いて 37℃・5％CO2インキュベータ内で培養した。DDAH2 の機




 血管内皮細胞の増殖に DDAH2 が及ぼす影響を検討するため、HUVEC をコラーゲンコ
ート 24 ウェルプレートに 1×104/ウェルずつ播種した。24 時間培養した後に培地を交換し、
培養細胞には種々の濃度（0.05, 0.10, 0.20, 0.50μg/ml）の DDAH2 リコンビナントタンパ





ールに従って行った。具体的には 24 ウェルプレートの表面に 1 ウェルあたり 100μl の
Geltrex™を添加し、37℃ 5%CO2 インキュベータに 30 分間留置し、Geltrex が固まったの
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を確認した。続いて HUVEC を Geltrex™でコーティングされたプレート上に 1 ウェルあた
り 5×104個の細胞を播種した。その後 DDAH2 リコンビナントタンパク、対照群では PBS




統計学的解析は JMP9 を用いて行った。群間の統計比較は ANOVA 法および student t 検
定にて行った。DDAH2 発現と無病生存期間(DFS)との関連はログランク検定を用いて生存
解析を行った。DFS は手術を行った日付を起算日とし、イベントは再発もしくは死亡、打








































































に分けられた。両群の無病生存期間(DFS: Disease Free Survival)を解析し予後を比較した
ところ、両群の無病生存率は統計学的有意差を持って、DDAH2強陽性群の方が不良であっ
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a. Lepidic growth pattern 
b. Acinar pattern 
c. Papillary pattern 















図１０．腺癌（Lepidic Predominant）のDDAH2 mRNA probeを用いたISH。 
























































































































age (Av.±SD) 68.7±10.5 
gender(Male/Female) 71 / 62 
P-stage                                             I (IA/IB) 110 (83/27)
  II (IIA/IIB) 12 (9/3) 
  III (IIIA/IIIB) 9 (9/0) 
  IV 2 
Histological Subtypes  
 Atypical adenomatous hyperplasia (AAH) 14 
 Adenocarcinoma in situ (AIS) 33 
 Minimally invasive adenocarcinoma(MIA) 11 
 Invasive adenocarcinoma  
                                  Lepidic predominant 41 
  Acinar predominant 7 
  Papillary predominant 8 
  Micropapillary predominant 1 











Histological subtypes positive cases 
Preinvasive lesion 21/47(46%) 
Atypical adenomatous hyperplasia (AAH) 2/14  
Adenocarcinoma in situ (AIS) 19/33 
Minimally invasive adenocarcinoma (MIA) 11/11(100%) 
Invasive adenocarcinoma 74/75 (99%) 
  
 
Lepidic predominant  40/41 
 
Acinar predominant 7/7 
 
Papillary predominant 8/8 
 
Micropapillary predominant 1/1 
  Solid predominant 18/18 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
